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Las	 células	 ES	 e	 iPS	 constituyen	 un	 reto	 y	 una	 oportunidad	 tanto	 en	 lo	 relativo	 al	
conocimiento	 de	 los	mecanismos	 básicos	 del	 desarrollo	 (crecimiento,	 diferenciación	 celular,	




Hemos	obtenido	 líneas	celulares	ES	 (ES-FCL)	del	 ratón	transgénico	FVB/N-Tg(CYP3A4-











basic	 mechanisms	 of	 development	 (growth,	 cell	 differentiation,	 pluripotency	 and	
reprogramming)	 and	 in	 the	 understanding	 of	 pathogenesis,	 validation	of	 therapeutic	 targets	















Algunas	 de	 las	 principales	 limitaciones	 técnicas	 encontradas	 son	 la	 baja	 tasa	 de	 células	 que	
consiguen	 incorporarse	 al	 parénquima	 hepático	 (5-10%),	 o	 la	 limitación	 en	 la	 fuente	 de	
obtención	de	estas	células.	La	solución	de	estos	problemas	exige	 la	búsqueda	y	comprensión	
del	 tipo	celular	 idóneo	para	el	 trasplante	celular	en	 las	distintas	enfermedades	hepáticas.	 La	
posibilidad	de	obtener	material	celular	en	abundancia	y	con	una	alta	potencia	de	desarrollo,	












ser	 mantenidas	 in	 vitro	 en	 un	 estado	 indiferenciado	 y	 conservar	 su	 capacidad	 de	 auto-
renovarse	 indefinidamente	 sin	 transformación	 genética,	 pudiendo	 clonarse	manteniendo	 su	
estadio	 de	 pluripotencia.	 Por	 pluripotencia	 se	 entiende	 la	 capacidad	 para	 contribuir	 a	 la	
formación	 de	 las	 3	 capas	 embrionarias	 (ectodermo,	 mesodermo	 y	 endodermo),	 incluida	 la	
línea	germinal.	Esto	puede	demostrarse	in	vitro	en	respuesta	a	regímenes	de	diferenciación,	o	













La	obtención	de	células	madre	pluripotentes	 inducidas	 (iPS)	de	 fibroblastos	de	 ratón	










FIGURA 1.- Células embrionarias troncales (ES) y troncales del trofoectodermo (TS) derivadas del 
blastocisto. ICM, masa celular interna; TE, trofoectodermo; LIF, factor inhibidor de la leucemia; 
BMP, factor morfogenético del hueso; FGF-4: factor de crecimiento del fibroblasto 4;EMFI.CM:medio 













aplicarse	 los	mismos	protocolos	de	diferenciación	para	ambas	con	el	 fin	de	obtener	 los	tipos	
celulares	 deseados.	 Aunque	 la	 diferenciación	 hepática	 funcional	 de	 las	 células	 ES	 es	
complicada,	 se	 ha	 demostrado	 que	 la	 exposición	 secuencial	 a	 factores	 de	 crecimiento	
favorecen	 la	obtención	de	hepatocitos	funcionales	tanto	a	partir	de	ES	(17)	como	de	 iPS	(18,	
19).	 Es	 necesario	 estudiar	 los	 procedimientos	 de	 cultivo	 y	 diferenciación	 que	 permitan	
encontrar	 los	métodos	más	 fiables	 para	 alcanzar	 el	 estado	 de	 diferenciación	más	 adecuado	









si	 esta	 reprimido,	 o	 a	 endodermo	 extraembrionario	 si	 está	 sobreexpuesto	 (21).	 Aunque	
NANOG	no	es	esencial	en	el	mantenimiento	de	 las	células	pluripotentes	(22),	es	necesario	 in	
vivo	 para	 el	 desarrollo	 de	 la	 ICM	 (23),	 y	 su	 función	 es	 regulada	 por	 OCT4	 (24)	 y	 SOX2.	 Su	
sobreexpresión	permite	a	 las	células	 la	auto-renovación,	aún	en	ausencia	de	señales	de	LIF	y	
BMP.	Aunque	NANOG	no	pueda	actuar	independientemente	de	la	señal	de	LIF,	la	contribución	
de	ambas	 	 vías	provee	 la	máxima	eficiencia	de	auto-renovación.	 SOX2	 también	es	necesario	
durante	 el	 periodo	 preimplantacional	 del	 embrión,	 ya	 que	 al	 eliminarla	 en	 ratones	 knock-



















Recientes	 investigaciones	 han	 señalado	 la	 utilidad	 de	 compuestos	 químicos	 que	
actuando	sobre	las	dianas	clave	han	permitido	establecer	medios	mucho	más	definidos	para	la	
obtención	 y	 mantenimiento	 de	 ambas	 clases	 de	 células	 madres.	 El	 uso	 del	 combinado	
conocido	 como	 2i/LIF	 que	 contiene	 inhibidores	 de	 las	 kinasas	 GSK3	 (CHIR	 99021)	 y	 ERK1/2	
(PD032591),	más	 Factor	 Inhibidor	de	 la	 Leucemia	 (LIF),	 ha	demostrado	que	permite	obtener	
líneas	 celulares	 ES	 con	mayor	eficacia	 y	mantener	el	 cultivo	en	estado	de	pluripotencia	más	
homogéneo	(31).	
	
El	 combinado	 2i	 se	 ha	 mostrado	 de	 extrema	 utilidad	 en	 la	 derivación	 de	 células	
pluripotentes	 en	 estirpes	 de	 ratón	 y	 en	 otras	 especies	 aparentemente	 refractarias	 a	 la	
derivación,	 como	 la	 rata,	 además	 de	 facilitar	 la	 creación	 de	 células	 iPS	 (28,	 32,	 33,	 34).	 Su	
actuación	consiste	en	el	bloqueo	de	 la	diferenciación	promovida	por	Fgf4,	que	se	produce	al	
impedir	 la	 estimulación	de	 la	 vía	de	 señalización	Mek-Erk	 y	 la	 actividad	 represora	endógena	
realizada	por	Tcf3,	dependiente	de	la	activación	de	la	vía	de	señalización	por	Wnt	(35,	36).	Se	












con	 ácido	 retinoico	 de	 células	 madres	 pluripotentes	 de	 carcinoma	 F9	 (41).	 Más	 tarde	 se	
determinó	su	papel	crítico	en	el	mantenimiento	del	estado	de	pluripotencia,	como	elemento	









El	 análisis	 ya	 realizado	 mediante	 ChIPseq	 de	 la	 asociación	 a	 cromatina	 de	 REX1	 en	
células	 ES	 (pendiente	 de	 publicación),	 han	 puesto	 de	manifiesto	 su	 unión	 a	 un	 conjunto	 de	
dianas	génicas,	entre	las	que	se	encuentra	Cd9.	El	antígeno	CD9	es	una	glucoproteína	de	24	a	
27	 kD	 expresada	 en	 la	 superficie	 de	 varias	 células,	 como	 linfocitos	 B	 en	 desarrollo,	
trombocitos,	monocitos,	 eosinófilos,	 basófilos	 y	 en	 las	 neuronas	 y	 células	 neurogliales	 en	 el	
sistema	nervioso	periférico.	Pertenece	a	la	superfamilia	de	proteínas	transmembarana	TM4SF	
(45).	 Entre	 sus	 tareas	 hay	 una	 amplia	 gama	 de	 funciones,	 como	 la	 activación	 y	 agregación	
plaquetaria,	 la	 adhesión	 y	 migración	 celular,	 o	 la	 metástasis	 tumoral	 (46),	 así	 como	 un	
importante	 papel	 en	 la	 fusión	 de	 los	 mioblastos	 y	 protección	 frente	 a	 la	 apoptosis	 de	 los	
miotubos	(45).	CD9	también	está	implicado	en	la	implantación	y	desarrollo	embrionario,	es	el	
receptor	 específico	 de	 PSG17	 (PregnancySpecific	 Glycoprotein-17),	 siendo	 esenciales	 para	 el	











de	 luciferasa	 validada	 in	 vivo	 como	 marcador	 exclusivo	 de	 hepatocitos	 funcionales	 en	 el	
órgano	 intacto,	y	detectable	de	manera	eficaz	mediante	sistemas	de	 imagen	bioluminiscente	
de	alta	sensibilidad	(50;	Berraondo	et	al.,	en	preparación).		
Por	 otro	 lado,	 el	 análisis	 realizado	mediante	 ChIPseq	 de	 la	 asociación	 a	 cromatina	 de	 REX1	
como	factor	asociado	a	la	pluripotencia	en	células	ES	(pendiente	de	publicación)	ha	puesto	de	
manifiesto	su	unión	a	un	conjunto	de	dianas	génicas,	entre	las	que	figura	Cd9,	gen	que	puede	
tener	 una	 gran	 importancia	 en	 las	 interacciones	 celulares	 durante	 el	 desarrollo	
preimplantacional	y	durante	la	implantación.	
	
En	 el	 presente	 estudio,	 verificando	 la	 expresión	 de	 Rex1	 y	 de	 uno	 sus	 genes	 diana	
como	es	Cd9,	pretendemos	 validar	 estas	 nuevas	 líneas	 celulares	 ES	 para	 ser	 utilizadas	 en	 el	
análisis	 funcional	 de	 la	 proteína	 REX1.	 	 Además	 se	 tratará	 de	 confirmar	 el	 potencial	 de	






1-	Determinar	 la	expresión	de	Rex1	y	Cd9	 como	marcadores	de	pluripotencia	en	 las	
líneas	celulares	ES-FCL	(Experimento	1);		









ellas	 se	 contaba	 con	 tres	 placas	 (cultivos	 realizados	 previamente	 por	 A.	 Berraondo	 y	 P.	
Muniesa),	que	se	han	mantenido	en	condiciones	diferentes:	una	de	ellas		con	medio	de	cultivo	
para	ES	con	LIF	y	2i	 sobre	gelatina	y	 fibroblastos,	a	otra	 se	 le	mantenía	 sin	 fibroblastos,	 y	 la	




























formación	 de	 cuerpos	 embrioides	 en	 suspensión	 y	 posterior	 diferenciación	 por	 adhesión	 al	
sustrato,	 pudieron	 detectarse	 pequeños	 focos	 de	 bioluminiscencia	 emitida	 por	 posibles	
hepatocitos	 diferenciados	 en	 cultivo	 in	 vitro.	 Para	 ello	 se	 usó	 un	 equipo	 IVIS-Lumina	 de	
Xenogen	de	captura	de	bioluminiscencia	(realizado	por	E.	Romanos	de	la	Unidad	de	Valoración	



















• Agua	 tratada	 con	 dietilpirocarbonato	 (agua	 DEPC).	 Por	 cada	 litro	 de	 agua	 destilada	 y	
desionizada	se	 le	añadió	0,5	ml	de	DEPC.	Se	agitó	vigorosamente	hasta	solubilizar	bien	el	























































El	 método	 de	 extracción	 usado	 en	 el	 Experimento	 1	 se	 basa	 en	 el	 método	 de	
extracción	 fenólica	 y	 precipitación	 con	 isopropanol,con	 el	 protocolo	 puesto	 a	 punto	 por	M.	









glucógeno	 (20	 µg/µl),	 que	 actúa	 como	 co-precipitante	 facilitando	 la	 visualización	 del	
precipitado.	 El	 pellet	 se	 lavó	 con	 EtOH	 al	 75%,	 se	 resuspendió	 en	MQ	 libre	 de	 RNasas	 y	 se	
incubó	 5	 minutos	 a	 37	 °C	 para	 conseguir	 una	 correcta	 homogenización.	 El	 procedimiento	
continua	en	el	apartado	Purificación	de	RNA,	hasta	la	medición	de	su	concentración	y	pureza	
final	 en	 el	 espectrofotómetro	 Nanodrop	 ND-1000	 (ThermoScientific)	 (resultados	 en	 Anexo,	
Tabla	1).	
En	 las	 muestras	 con	 concentración	 y	 pureza	 insuficiente	 (3.3	 y	 3.2),	 se	 repitió	 el	
procedimiento	 de	 extracción.	 Como	 se	 vio	 poco	 pellet	 en	 el	 último	 paso	 de	 la	 extracción	
después	del	lavado	con	500	µl	EtOH	75%,	se	sospechó	que	se	desprendió	parte	de	la	muestra	
en	este	último	 lavado	y	se	almacenaron	estas	muestras	como	excedente.	Al	haber	500	µl	de	
muestra,	 se	 dividió	 en	 dos,	 resultando	 3.2L	 y	 3.2L(2)	 del	 lavado	 sobrante	 de	 3.2;	 y	 3.3L	 y	
3.3L(2)	 de	3.3.	 Se	 volvió	 a	 aplicar	 el	 protocolo	 sobre	 estas	muestras	 y	 a	 realizar	 las	mismas	
mediciones	 en	el	Nanodrop.	 (Resultados	 en	Anexo,	 Tabla	 2).	 Como	3.2L	 tiene	 concentración	
similar	 a	 la	 muestra	 original	 pero	 una	 mejor	 relación	 de	 bandas,	 se	 sustituyó	 la	 muestra	
original	3.2	por	3.2L.		
El	método	de	extracción	usado	en	el	Experimento	2	se	basa	en	el	mismo	principio	de	
extracción	 fenólica	 y	 precipitación	 con	 isopropanol,	 pero	 con	 diferente	 procedimiento.	
Partimos	 de	 las	 muestras	 en	 1	 ml	 de	 trizol	 y	 congeladas	 a	 -80	 °C.	 Se	 añade	 	 0,2	 ml	 de	
cloroformo	 por	 muestra	 a	 fin	 de	 crear	 una	 bifase.	 Se	 centrifugan	 a	 13000	 rpm	 durante	 15	
minutos	 a	 4	 °C.	 Se	 recoge	 la	 fase	 superior	 acuosa	 que	 es	 la	 que	 contiene	 el	 RNA	 (0,5	 ml	
aproximadamente).	 Posteriormente	 se	 añade	 0.5ml	 de	 isopropanol	 y	 se	 centrifuga	 en	 las	
mismas	condiciones,	precipitando	el	RNA.	Se	decanta	el	sobrenadante	y	se	 lava	el	pellet	con	
1ml	 de	 etanol	 al	 75%.	 Tras	 volver	 a	 centrifugar	 para	 adherir	 el	 precipitado,	 decantamos	 el	
sobrenadante	 y	dejamos	 secar	 el	 pellet	 con	 cuidado	de	que	no	 se	 seque	demasiado	porque	
puede	 dar	 problemas	 de	 solubilización.	 Por	 último,	 se	 disuelve	 el	 pellet	 en	 100	 ul	 de	 agua	
DEPC.	Para	medir	la	integridad	de	los	RNAs	obtenidos	se	procede	a	la	electroforesis	en	un	gel	
de	 agarosa	 al	 1%.	 Se	 mezclan	 500ng	 de	 la	 muestra	 con	 8	 ul	 de	 1X	 TE	 y	 1ul	 de	 azul	 de	



































otros	 reactivos	 (DTT,	MgCl2y	 NaAc),	 y	 se	 incubó	 15	minutos	 a	 37	 °C	 para	 dejar	 actuar	 a	 la	
enzima	 y	 los	 reactivos.	 	 Tras	 el	 tratamiento	 enzimático,	 se	 añadió	 100	 ul	 de	 fenol	 y	 se	
centrifugó	 durante	 5	 minutos	 a	 12	 krpm	 a	 4	 °C,	 para	 desnaturalizar	 las	 posibles	 proteínas	
contaminantes.	Separamos	a	un	eppendorf	limpio	la	fase	acuosa	donde	se	encuentra	nuestro	
RNA.	 Para	 extraer	 la	 máxima	 cantidad	 posible	 de	 RNA	 se	 repitió	 el	 proceso	 de	 extracción,	
añadiendo	agua	MQ	al	fenol	sobrante	del	paso	anterior,	y	juntando	la	fase	acuosa	de	este	paso	
con	la	del	anterior.	Para	volver	a	precipitar	esta	fase	acuosa,	se	añadió	15	ul	de	NaAc	3M,	450	
FIGURA	 3:	 Ejemplo	 de	 electroforesis	 en	 gel	 de	 agarosa	 de	 RNA:	a)RNA	
degradado.	 Se	 intuyen	 las	 bandas	 de	 RNA	 28s	 y	 18s,	 pero	 no	de	 forma	
nítida..	b)	RNA	íntegro.	Se	ven	las	dos	bandas	bien	diferenciadas	de	RNA	














En	 el	Experimento	 2	 se	 uso	 el	Kit	 Turbo	DNA-Free	Ambion	AM1907.	Tras	 conocer	 la	
concentración	de	RNA,	se	procedió	a	purificar	5	µg	deRNA	para	cada	muestra.	A	dicha	muestra	
se	 le	 añadirá	 5µl	 de	 Buffer	 de	 Turbo	DNA	 free	 kit	 +	 1µl	 de	 enzima	DNAsa	 y	 se	 completó	 el	
volumen	con	agua	DEPC	hasta	45µl.	Se	 incubaron	 las	muestras	durante	30	minutos	a	37	 	 °C.	
Posteriormente	se	le	añadió	5µl	del	inactivador		durante	2	minutos.	Finalmente	se	centrifugo	2	
minutos	 a	 11	 krpms	 para	 precipitar	 el	 inactivador	 junto	 con	 las	 DNasas,	 transfiriendo	 el	
sobrenadante	a	un	tubo	nuevo,	con	cuidado	de	no	tomar	el	precipitado	donde	se	encuentra	el	
DNA,	 la	 DNasa	 y	 otros	 cationes	 divalentes	 como	magnesio	 y	 calcio	 que	 podrían	 degradar	 el	
RNA	en	 etapas	 posteriores.	 Si	 no	hubiera	 contaminación,	 la	 concentración	 aproximada	 sería	
100	ng/µl	ya	que	si	se	han	añadido	5µg=5000ng	en	un	volumen	final	de	50µl	la	dilución	sería	
5000/50=100ng/µl.Se	mide	 la	 concentración	 y	 pureza	 nuevamente	 en	 el	 espectrofotómetro	















10µl.	 Luego	 se	 le	 añade1µl	 de	 Random	 Hexameros	 Primers	 y	 se	 calentó	 a	 65	 °C	 durante	 5	
minutos	en	el	termociclador.	Posteriormente	se	le	añadió	a	cada	muestra	9	µl	de	un	cockctel	







unas	 secuencias	 determinadas,	 a	 partir	 de	 unos	 primers	 específicos.	 Para	 amplificarlos	 se	
realizan	una	serie	de	ciclos	de	temperaturas	que	nos	permiten	repetir	el	proceso	un	número	
determinado	 de	 veces	 (normalmente	 40	 veces).	 En	 la	 qPCR	 la	 cantidad	 de	 DNA	 se	 mide	






reacción.	 En	 los	 primeros	 ciclos	 de	 la	 qPCR	 la	 fluorescencia	 permanece	 en	 niveles	 no	
detectables,	 similares	 al	 ruido	de	 fondo	o	backgroundhasta	un	momento	determinado	en	el	
que	 se	 alcanza	 un	 acúmulo	 detectable	 de	 producto	 amplificado.	 La	 PCR	 cuantitativa,	 nos	
permite	 identificar	 los	 ciclos	 necesarios	 en	 los	 que	 se	 alcanza	 el	 Ct	 (CycleThreshold,	 ciclo	
umbral).	 Este	 valor	 se	obtiene	mediante	una	 línea	horizontal,	 que	 la	determina	el	 programa	
por	 encima	 del	 background	
de	 los	 8	 primeros	 ciclos	 para	
todas	 las	 muestras.	 El	 valor	
de	 Ct	 de	 cada	 muestra	 sirve	
para	 cuantificar	 ya	 que	mide	
en	 la	 fase	 exponencial	 de	 la	
reacción	cuando	los	reactivos	
no	están	limitados,	doblando	
el	 número	 de	 moléculas	
presente	 con	 cada	 ciclo	 de	
amplificación.	





sin	 la	 necesidad	 de	 conocer	 su	 valor	 absoluto.	 Los	 primers	 específicos	 para	 esta	 qPCR	 se	
encuentran	en	el	Anexo,	Tabla	5.	Las	muestras	tienen	alta	concentración	(500ng/10ml),	por	lo	











ser	 factores	 presentes	 en	 el	 hepatocito	maduro,	 ya	 que	 el	 objetivo	 de	 este	 experimento	 es		
comprobar		su	expresión	para	caracterizar	la	diferenciación	de	las	células	ES	a	hepatocitos.	Se	
utilizo	como	gen	normalizador	de	la	expresión	GapdH.	Los	primers	específicos	para	esta	qPCR	
se	 encuentran	 en	 el	 Anexo,	 Tabla	 6.	 En	 este	 caso	 no	 hace	 falta	 diluir	 al	 tener	 menor	





Este	 proceso	 tiene	 dos	 partes.	 La	 primera	 es	 evaluar	 los	 primers,	 tanto	 del	 gen	 que	
vamos	 a	 estudiar	 como	 del	 housekeeping	 (cuya	 expresión	 tiene	 que	 ser	 invariable	 en	 las	
condiciones	 del	 estudio).	 Para	 ver	 la	 capacidad	 de	 amplificación	 de	 nuestras	 muestras,	
haremos	un	pool	de	cada	grupo	con	 los	cDNAs	y	sus	respectivas	diluciones	decimales,	desde	
cDNA	 sin	 diluir	 hasta	 la	 dilución	 1/1000.	 Tanto	 del	 gen	 a	 estudiar	 como	 del	 gen	 control,	
representaremos	dos	rectas	de	calibrado	en	las	que	representaremos	la	media	del	valor	Ct	de	
cada	 dilución	 frente	 al	 logaritmo	 de	 la	 concentración	 de	 cDNA.	 Una	 vez	 representada	 la	
gráfica.	Hay	que	observar	 la	pendiente	de	 la	 recta,	 cuyo	valor	óptimo	es	 -3,32,	por	 lo	que	si	
obtenemos	 pendientes	 con	 un	 error	 +	 10%,	 tendremos	 que	 volver	 a	 probarlo	 en	 otras	
condiciones.	Además	 la	pendiente	de	 los	dos	genes	tiene	que	ser	parecida,	ya	que	si	es	muy	
diferente	no	son	comparables.	
Lo	 siguiente	que	hay	que	ver	es	 la	dilución	a	utilizar	para	analizar	 las	muestras.	 Esta	




desviación	 estándar	 y	 comprobar	 que	 no	 ha	 habido	 problemas	 en	 ninguna	 muestra	 ni	
duplicado.	 Luego	 hay	 que	 comprobar	 que	 el	 gen	 control	 no	 cambia	 en	 las	 condiciones	 de	




gen	y	 animal,	 se	 calcula	el	 valor	ΔCt	 (Ct	 gen	de	estudio	 -	Ct	 gen	housekeeping).	 El	 siguiente	
paso	es	normalizar	los	valores	de	Δ	Ct,	para	lo	que	calcularemos	la	media	de	este	valor	para	el	
grupo	control,	y	se	restará	a	todas	las	muestras	 los	valores	ΔCt	del	grupo	control,	con	lo	que	
obtendremos	 ΔΔ	 Ct.Para	 representar	 los	 datos	 de	 forma	 que	 comparable,	 existen	 dos	
posibilidades,	 hacerlo	 utilizando	 la	 potencia	 (R=	 2	
-ΔΔCt





para	 su	 posterior	 análisis	 estadístico.	 El	 test	 Shapiro-Wilk	 se	 aplicó	 para	 analizar	 el	 tipo	 de	
distribución.		
Tras	analizar	el	 tipo	de	distribución	y	 los	procedimientos	matemáticos,	 los	resultados	
obtenidos	del	Experimento	1	se	evaluaron	por	el	test	one	way	ANOVA	de	una	cola	en	busca	de	




























Figura	 5.	 Aspecto	 de	 los	 cultivos	 de	 la	 línea	 FCL3.3	 en	 medio	 completo	 sin	 2i	 (-2i),	 en	medio	
completo	sin	capa	nutricia	de	fibroblastos	embrionarios	de	ratón	(-FF),	o	en	medio	completo	sobre	
fibroblastos	y	en	presencia	de	2i		(FFs+2i)	(Berraondo	et	al.	en	preparación)	















Aunque	 el	 reducido	 número	 de	 muestras	 no	 permite	 establecer	 diferencias	
significativas	en	la	expresión	de	Rex1	y	Cd9	en	las	diferentes	condiciones	ensayadas,	nuestros	
resultados	parecen mostrar una mayor variabilidad de los datos obtenidos en ausencia de 
2i. También podría apreciarse una tendencia a expresar una menor cantidad de ambos, 
sobre todo Rex1, en ausencia de la capa nutricia de fibroblastos (-FFs). 
 
En la Gráfica 2 se observa como los resultados de la expresión de Rex1 y Cd9, 
aunque no es significativa su correlación, parece apreciarse una cierta tendencia de 
correlación positiva en su expresión que sería necesario confirmar con el análisis de un 






















































Grafica	 1.	 Efecto	 del	 cultivo	 de	 la	 línea	 3.3	 sin	 2i	 (-2i),	 sin	 fibroblastos	 embrionarios	 (-FF)	 o	 en	
medio	completo	sobre	fibroblastos	y	en	presencia	de	2i	(FFs+2i)	en	la	expresión	a	nivel	de	mRNA	de	

















	 ApoA1	 ApoA4	 ApoE	
[FCL	2.2]	 0,30	 6,93	 0,14	
[FCL	3.3]	 2,28	 592,30	 24,94	





en	 las	 muestras	 tomadas	 de	 los	 puntos	 de	 placa	 en	 que	 se	 observó	 un	 incremento	 de	
luminiscencia	 debido	 a	 la	 expresión	 del	 transgén	 Cyp3A4-luc.	 En	 la	 línea	 FCL3.3	 también	 se	
observó	 un	 cierto	 incremento	 de	 ApoA1	 y	 ApoE,	 respecto	 de	 las	 zonas	 control	 que	 no	
presentaron	luminiscencia	(N-FCL	3.3).	











Rex1	 constituye	 uno	 de	 los	 principales	 marcadores	 de	 pluripotencia	 en	 células	 troncales	
embrionarias.	 La	 información	 disponible	 sobre	 Yy2	 es	 aún	 escasa	 y	 fragmentaria.	 Trabajo	
previo	del	grupo	 (28,	29,	43,	44),	ha	mostrado	que	ambos	se	expresan	durante	el	desarrollo	
preimplantacional,	están	presentes	en	las	líneas	celulares	embrionarias	(ES	y	TS),	obtenidas	en	











cáncer	 (54).	Y	algo	 importante	para	nuestro	trabajo	ha	sido	 la	asignación	de	una	 interesante	
función	del	Yy1	en	la	regulación	de	genes	con	impronta	(54,	55,	56)	estableciendo	marcas	de	
H3K9me3	en	regiones	pericentroméricas	de	espermatocitos	primarios	(57),	o	favoreciendo	la	





Resultados	 previos	 del	 grupo	 llevaron	 a	 proponer	 que	 REX1	 podría	 desempeñar	 su	
principal	 función	 en	 el	 control	 genético	 de	 elementos	 retrovirales	 asociados	 al	 proceso	 de	
formación	y	 función	de	 la	placenta,	 en	 los	 cuales	ocurren	de	 forma	 típica	 los	 fenómenos	de	
impronta	genética	(28).	Una	de	las	claves	de	la	regulación	de	todo	el	proceso	se	 lleva	a	cabo	






En	este	periodo	deberán	 realizarse,	por	un	 lado,	 la	 reprogramación	del	genoma	 junto	con	 la	
preservación	de	las	marcas	epigenéticas	heredadas	de	los	progenitores	con	el	fin	de	asegurar	
una	 dosificación	 génica	 compensada	 en	 las	 hembras,	 y	 por	 otro,	 organizar	 una	 defensa	
específica	 frente	 a	 la	 reactivación	 de	 elementos	 parásitos	 de	 origen	 retroviral,	 que	
habitualmente	 permanecen	 silenciados.	 En	 la	 masa	 celular	 interna,	 activando	 Tsix,	 Rex1	




ES	 (pendiente	 de	 publicación)	 ha	 puesto	 de	 manifiesto	 su	 unión	 a	 un	 conjunto	 de	 dianas	
génicas,	 entre	 las	 que	 figura	Cd9.	 Cd9	 se	 expresa	 en	 el	 embrión	 inicial	 con	 un	 aumento	 de	
expresión	 a	 partir	 de	 8	 células	 coincidiendo	 con	 la	 compactación	 y	 presentando	 también	
expresión	 tanto	 en	 células	 ES	 como	 TS	 y	 en	 trofoblasto	 diferenciado	 (Climent	 et	 al.	 en	
preparación;	Berraondo	et	al	en	preparación;	NCBI	GEO	profiles	data	sets:	GDS812,	GDS813,	
GDS3948).	Cd9	podría	desempeñar	un	papel	relevante	en	la	organización	de	los	dominios	de	la	
membrana	 celular,	 fundamentales	 durante	 las	 interacciones	 necesarias	 en	 el	 desarrollo	
temprano,	 ya	 demostrado	 en	 la	 fecundación	 (61),	 y	 pendiente	 de	 analizar	 a	 partir	 de	 la	
compactación	y	durante	el	proceso	de	la	implantación	embrionaria,	aunque	se	ha	sugerido	un	
papel	 inhibidor	en	la	 implantación	en	el	ratón	(62).	Se	expresa	en	células	pluripotentes	tanto	





a	 pesar	 de	 las	 limitaciones	 impuestas	 por	 la	 baja	 cantidad	 de	 muestras	 disponibles,	 los	




ausencia	 de	 fibroblastos.	 Por	 otro	 lado	 el	 cultivo	 sin	 2i	 presenta	 una	 mayor	 dispersión	 de	
resultados,	coherente	con	los	datos	obtenidos	por	otros.	Se	sabe	que	el	cultivo	de	células	ES	
en	 presencia	 de	 suero	 fetal	 bovino	 y	 LIF	 produce	 un	 estado	 de	 pluripotencia	morfológica	 y	




pluripotencia	 como	Nanog,	Dppa3	y	Rex1	 (22,	39).	 La	presencia	de	2i	 en	el	medio	 impide	 la	
diferenciación,	obteniéndose	cultivos	con	una	mayor	homogeneidad	y	consistencia	en	cuanto	




de	 suero	 fetal	 bovino,	 con	 el	 fin	 de	 confirmar	 si	 el	 estado	 de	 pluripotencia	 máximo	 y	 más	
homogéneo	alcanzable	cursa	en	paralelo	a	una	mayor	expresión	de	Rex1	y	Cd9.	
	
Un	 estudio	 reciente	 (M.	 Martinez	 et	 al	 ,	 TFG	 Biotecnología	 2016),	 ha	 analizado	 el	
estado	de	metilación	del	locus	de	Cd9	al	que	se	une	REX1.	Por	vez	primera	se	ha	demostrado	
que	 la	presencia	o	ausencia	de	Rex1	provoca	 cambios	de	metilación	en	 la	 zona	de	unión	de	
Rex1	 a	 un	 gen	 	 diana.	 Sorprendentemente,	 la	 ausencia	 de	 Rex1	 causa	 una	 disminución	
aparente	de	la	metilación	de	dicho	locus,	mientras	que	trabajos	previos	en	genes	de	expresión	
monoalélica	 paterna	 en	 la	 placenta	 como	 Peg3,	 o	 a	 una	 región	 compleja	 como	 la	 del	 locus	
Gnas-Nespas,	apuntaban	en	dirección	opuesta,	provocando	 la	ausencia	de	Rex1	un	aumento	
de	 la	 metilación	 (59).	 Cabe	 la	 posibilidad	 de	 que	 estos	 resultados	 pudieran	 deberse	 a	 la	
variación	entre	líneas	celulares	ES	diferentes,	por	lo	que	sería	de	gran	interés	repetir	el	estudio	
en	 líneas	 celulares	 homogéneas	 con	 un	mismo	 trasfondo	 genético	 con	 el	 fin	 de	 evaluar	 de	






















2. El	 reducido	 número	 de	 muestras	 no	 permite	 establecer	 diferencias	 significativas	 en	 la	
expresión	de	Rex1	y	Cd9	en	las	diferentes	condiciones	ensayadas,		aunque	nuestros	resultados	
parecen	mostrar	 una	mayor	 variabilidad	 de	 los	 datos	 obtenidos	 en	 ausencia	 de	 2i.	 También	
podría	apreciarse	una	tendencia	a	expresar	una	menor	cantidad	de	ambos	genes	(sobre	todo	
Rex1)	en	ausencia	de	la	capa	nutricia	de	fibroblastos	(-FFs).	














de	 un	 grupo	 de	 renombre	 como	 es	 el	 Departamento	 de	 Anatomía,	 Embriología	 y	 Genética	
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Mediciones	 de	 las	 concentraciones	 y	 purezas	 del	 RNA	 del	 Experimento	 1	 y	
Experimento	2	en	los	pasos	Extracción	de	RNA	y	Purificación	de	RNA.	La	pureza	está	delimitada	
por	el	ratio	de	absorbancia	260/280.	La	absorbancia	de	260	es	a	la	que	se	lee	el	RNA,	y	a	280	






















































	 TABLA	 2:	 Resultados	 del	 Nanodrop	 en	 concentración	 y	 relación	 de	 absorbancias	 de	 las	
muestras	de	RNA	purificado.	Muestras	desechadas	en	rojo.	







































































TABLA	 3:	 Resultados	 del	 Nanodrop	 en	 concentración	 y	 relación	 de	 absorbancias	 de	 las	
muestras	de	RNA	previo	a	la	purificación.		











































TABLA	 5:	 Primers	 de	 cada	 gen	 con	 su	 referencia	 en	 Pubmed,	 tamaño	 amplicon,	 y	 su	
secuencia	usados	para	la	qPCR	del	experimento	1.		










GAPDH	 CD9	 REX1	 CD9	 REX1	
3.2(-2i)	 20,5	 22,3	 22,3	 1,8	 1,8	
3.3(-2i)	 20,1	 24,1	 24,7	 4,0	 4,6	
3.2(-FF)	 18,1	 20,5	 22,5	 2,4	 4,4	
3.3(-FF)	 18,0	 20,2	 21,9	 2,3	 4,0	
MEFs	+	2i	3.2	 22,7	 24,4	 26,7	 1,7	 4,1	




CD9	 REX1	 CD9	 REX1	
3.2(-2i)	 0,1	 -1,8	 0,9	 3,4	
3.3(-2i)	 2,3	 1,1	 0,2	 0,5	
3.2(-FF)	 0,7	 0,8	 0,6	 0,6	
3.3(-FF)	 0,5	 0,4	 0,7	 0,7	
MEFs	+	2i	3.2	 0,0	 0,5	 1,0	 0,7	





GAPDH	 ApoA1	 Apo	A4	 ApoE	 ApoA1	 Apo	A4	 ApoE	
[FCL	2.2]	 23,61	 27,80	 35,09	 34,89	 4,19	 11,48	 3,577	
[FCL	3.3]	 34,94	 36,19	 40,00	 24,734	 1,25	 5,06	 -3,846	
[N-FCL	3.3]	 25,73	 28,17	 40,00	 32,142	 2,44	 14,27	 0,795	
	
	 AAct	 Potencia	
ApoA1	 Apo	A4	 ApoE	 ApoA1	 ApoA4	 ApoE	
[FCL	2.2]	 1,75	 -2,79	 2,782	 0,30	 6,93	 0,14	
[FCL	3.3]	 -1,19	 -9,21	 -4,641	 2,28	 592,30	 24,94	
[N-FCL	3.3]	 0,00	 0,00	 0	 1,00	 1,00	 1	
	
TABLA	7.	Procedimientos	Matemáticos	del	Experimento	1.	
TABLA	8.	Procedimientos	Matemáticos	del	Experimento	2.	
